近年来，嵌合抗原受体修饰的T细胞（CAR-T细胞）免疫治疗在血液系统恶性肿瘤治疗中取得了重大突破，尤其是抗CD19 CAR-T细胞在复发难治性B细胞系血液系统恶性肿瘤治疗中取得了巨大成功。在急性淋巴细胞白血病（ALL）的临床试验中，抗CD19 CAR-T细胞治疗显示出了显著的治疗反应。但仍有部分患者在短期内出现疾病复发，且大部分为CD19阴性的复发，提示可能存在靶点逃逸现象。另外，在CAR-T细胞治疗过程中会产生各种细胞毒性需引起重视，特别是细胞因子释放综合征（CRS），处理不当会严重影响治疗效果。严重CRS（sCRS）可引起重要脏器功能衰竭、弥散性血管内凝血和巨噬细胞活化综合征而危及患者生命。为进一步提高CAR-T细胞疗效，本中心首次采用抗CD22 CAR-T联合抗CD19 CAR-T细胞治疗复发难治BALL，总结了抗CD22 CAR-T联合抗CD19 CAR-T细胞治疗复发难治B-ALL过程中2例出现sCRS的病例资料，并进行相关文献复习。

病例资料 {#s1}
========

例1，女，44岁，因"左腹腔占位"就诊于胃肠外科，查血常规提示白细胞及原始细胞高，完善骨髓细胞学（原始幼稚淋巴细胞占64%）、流式免疫分型（约63.8%细胞为异常幼稚B淋巴细胞）、融合基因（BCR-ABL1阳性）及基因突变（WT1定量77.51%）等检查，明确诊断为：Ph^+^B-ALL伴WT1阳性。予VDCLP方案（长春地辛+柔红霉素+环磷酰胺+门冬酰胺酶+地塞米松）+达沙替尼化疗后达完全缓解（CR），予Hyper-CVAD A方案（环磷酰胺+长春地辛+吡柔比星+地塞米松）化疗巩固。4个月后出现复发（原始幼稚淋巴细胞13%），予Hyper-CVAD B方案（大剂量甲氨蝶呤+阿糖胞苷）化疗，后行异基因造血干细胞移植，获得分子学缓解。移植后7个月出现第二次复发（原始幼稚淋巴细胞61%，WT1 58.64%，ABL1激酶P-Loop区发生E255K突变，BCR-ABL1/ABL1：43.879%），改帕纳替尼治疗后获得形态学缓解。患者为行CAR-T细胞治疗来我院，查骨髓细胞学提示原始幼稚细胞占37%，流式免疫分型：约10.6%细胞（占全部有核细胞）考虑为恶性B系幼稚细胞可能性大（表达CD19及CD22）。BCR-ABL1激酶区突变高通量测序：检测到BCR-ABL1融合基因激酶区存在错义突变：①c.944C\>T，p.tHR315Ile（p.T315I）；②c.763G\>A，p.Glu255Lys（p.E255K）；③c.749G\>A，p.Gly250Glu（p.G250E）。ALL突变检测：检测到PAX5基因第6号外显子存在错义突变，c.674G\>A，p.Arg225Gln（p.R225Q）。FISH：计数200个CD3阳性细胞，其中165个细胞表达1绿1红的XY信号，35个细胞表达2绿的XX信号。染色体核型：46，XY，N/45，XX,-7，t（9;22）（q34;q11），−11，+16，−20，+mar\[1\]/45，XX，t（1;2）（p35;p22），t（3;20）（q25;q23），−7，t（9;22）（q34;q11），del（10）（q22），−15，add（16）（q24），+21\[8\]。经FC方案（氟达拉滨+环磷酰胺）预处理后回输抗CD22 CAR-T细胞4×10^6^/kg及抗CD19 CAR-T细胞4×10^6^/kg，回输后第1天患者出现发热，予以退热、抗感染治疗，患者IL-6、CRP、铁蛋白等炎症因子水平逐渐升高，回输CAR-T细胞后第4天IL-6上升至基线水平的44倍，患者反复高热、心率明显增快，予以托珠单抗（8 mg/kg）治疗，患者IL-6进一步上升至基线水平的1 232倍，仍反复高热、铁蛋白进行性升高，遂予以激素及血浆置换治疗，后患者体温逐渐得到控制，IL-6、CRP、铁蛋白水平逐渐下降。后患者规律复诊，目前已随访1年4个月，为持续分子学缓解状态（BCR-ABL1融合基因定量为0；液体活检ABL1 p.T315I cfDNA拷贝数为0），存在B细胞发育不良，予以规律输注免疫球蛋白治疗。

例2，女，61岁。因"发热1个月余"就诊，骨髓象示幼稚细胞9%，未行诊治，3周后复查骨髓细胞学提示原始幼稚淋巴细胞占69%，流式免疫分型提示约1.28%细胞（占全部有核细胞）表达CD20^bri^、CD19、CD10^bri^、CD38、CD200^dim^、CD11c、BCL2、Ki67、TdT、CD22，其余阴性，考虑为异常幼稚B淋巴细胞可能性大，染色体核型为46，XX\[10\]，确诊为B-ALL。予VP（长春地辛+醋酸泼尼松）、CAM（CTX+阿糖胞苷+6-巯嘌呤）方案化疗后达完全缓解。后予大剂量甲氨蝶呤+培门冬酶方案治疗2个疗程，复查骨髓象示原始幼稚细胞68.5%；流式示约8%细胞考虑为异常幼稚B淋巴细胞可能性大（表达CD19及CD22）。予以抗CD22 CAR-T联合抗CD19 CAR-T细胞治疗，CAR-T细胞制备期间予VP方案化疗，行FC方案预处理，回输抗CD22 CAR-T细胞3×10^6^/kg、抗CD19 CAR-T细胞4×10^6^/kg。回输细胞后第1天患者出现高热、全身乏力，予以抗感染、退热、补液等治疗，后患者反复出现高热、全身乏力、低氧血症，予以吸氧、利尿、退热、补液等治疗。回输后第4天患者出现一过性神志模糊，回输后第5天出现心力衰竭，予以连续性静脉-静脉血液滤过（CVVH）序贯血浆置换治疗。患者IL-6（回输后第6天达峰值，为基线水平的675倍）、铁蛋白（回输后第7天达峰值，为基线水平的21倍）等炎性指标进行性升高，CRP升高不明显，予以退热、补液、升压、CVVH、血浆置换、激素、护胃、抗感染、输血支持等治疗，后IL-6及铁蛋白逐渐下降，未再发热。截止目前已随访1年3个月，持续完全缓解状态，存在B细胞发育不良，予以规律输注免疫球蛋白治疗。

讨论及文献复习 {#s2}
==============

近年来，CAR-T细胞治疗为复发难治性B细胞系血液系统恶性肿瘤患者带来了希望。抗CD19 CAR-T治疗在复发难治性B-ALL治疗中取得了巨大成功，完全缓解率高达70%\~90%[@b1]--[@b3]。但CAR-T细胞治疗后的复发仍然是一个挑战，主要包括两种复发模式：CD19阳性复发和CD19阴性复发[@b4]，CD19阳性复发可能能够通过优化CAR设计、提高细胞制备技术或增加T细胞亚群比率以延长CAR-T细胞在体内的生存时间，从而减少该类模式的复发。然而，CD19阴性复发却并不能通过提高CAR-T细胞的体内持久性而得以解决。单靶点治疗可以导致逃逸变异，组合或串联CAR可能能够避免因逃逸变异所致的疾病复发。美国国立卫生研究院的研究小组已经研发出了抗CD22 CAR-T细胞用于治疗CD19阴性复发[@b5]--[@b6]。本中心首次采用抗CD22 CAR-T联合抗CD19 CAR-T细胞治疗复发难治性急性B淋巴细胞白血病，目前已经入组100余例患者，完全缓解率高达90%以上，CRS多为1\~2级，sCRS较少见。

CAR-T细胞毒性主要包括CRS、神经毒性和B细胞发育不良，不同患者出现的CRS轻重不一，可以表现为轻度自限性的发热、肌肉酸痛，也可出现血管渗漏、低血压、低氧血症、肾功能不全、血细胞减少和凝血功能障碍等而危及生命[@b7]。Lee等[@b8]结合临床特征及实验室检查结果，提出了sCRS的诊断标准。本文中两例患者输注CAR-T细胞后体温≥38 °C至少持续3 d，IL-6水平增至250倍以上，且存在低血压、低氧血症等毒性症状，符合sCRS的诊断标准。例2出现神经毒性，予激素治疗后好转；2例患者多次复查骨髓流式均提示B细胞发育不良，免疫球蛋白降低，予以规律补充免疫球蛋白治疗。

sCRS是影响患者预后的重要因素，处理不当将导致患者死亡。早期识别及有效控制sCRS对提高CAR-T细胞治疗的疗效至关重要。Maude等[@b3]报道指出，严重的CRS一般发生的中位数时间为CAR-T细胞输注后第1天，与不严重CRS相比，sCRS患者的IL-6、CRP、铁蛋白、IFN-γ和可溶性IL-2受体的峰值水平都更高。更高的疾病负荷基线水平（输注前骨髓中原始细胞的百分比）与更严重的CRS明显相关（*P*=0.002）。具有严重CRS的患者也具有较高水平的CD8^+^ CAR-T细胞（*P*=0.012）和CD3^+^CAR-T细胞（*P*=0.026）。本文中两例患者疾病负荷基线水平均较高，输注前骨髓中原始细胞百分比分别为37%和59%；例1铁蛋白峰值为8 277 µg/L，IL-6峰值为\>5 000 ng/L，例2铁蛋白峰值为\>50 000 µg/L，IL-6峰值为3 376 ng/L。反复高热、较高的疾病负荷及快速升高的IL-6和铁蛋白均提示患者可能会发生sCRS，严密监测生命体征及炎性指标（IL-6、CRP、铁蛋白）、早期予以托珠单抗、及时使用激素和血浆置换对控制sCRS的进一步进展、改善预后起重要作用。

在回输CAR-T细胞后，密切监测血液动力学至关重要。建议每2 h进行1次生命体征监测，每日复查IL-6、铁蛋白、CRP、血常规及血生化等指标。患者出现发热后应予以抽取血培养、退热（首选对乙酰氨基酚）、补液、抗感染等处理。低血压必须早期识别并积极管理，补液无反应者应加用血管升压药物，首选去甲肾上腺素。托珠单抗可有效减轻或消除CAR-T细胞输注后的CRS相关毒性[@b3],[@b9]--[@b10]。当超过特定的血液动力学和器官功能阈值时可予以托珠单抗治疗，一般为4\~8 mg/kg。但托珠单抗不能透过血脑屏障，出现神经毒性的患者使用托珠单抗可能会进一步加重神经毒性[@b11]。对于托珠单抗不能改善的CRS或神经毒性，可加用糖皮质激素治疗，通常选用地塞米松。CRS脏器毒性可表现为肺水肿、心脏射血分数下降和肝肾功能不全等；CVVH可以清除多余水分、中小分子炎症介质、稳定内环境，为已受损器官的恢复创造条件；血浆置换可以清除体内各种炎症介质、毒素及铁蛋白等大、中、小分子，调节细胞及体液免疫，恢复损伤网状内皮细胞的吞噬功能；合理使用CVVH及血浆置换可以快速降低血液中炎症介质及铁蛋白的浓度，减轻CRS及神经毒性，降低CRS相关的死亡率，提高CAR-T细胞治疗疗效。本文中例1使用托珠单抗后IL-6仍急剧升高至检测上限（\>5 000 ng/L），铁蛋白也迅速升高，予以激素及血浆置换治疗。例2因存在神经毒性，未使用托珠单抗治疗；铁蛋白急剧升高至检测上限（\>50 000 µg/L），考虑可能存在巨噬细胞活化综合征，予以激素+CVVH+血浆置换治疗。

综上所述，抗CD22 CAR-T联合抗CD19 CAR-T细胞治疗复发难治性急性B淋巴细胞白血病安全且疗效显著，治疗相关sCRS可控，早期识别及有效管理sCRS能够降低死亡率，提高CAR-T细胞治疗总体疗效。
